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Indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1) je citoplazemski encim, ki igra pomembno vlogo pri 
rakotvornosti in njenem napredovanju. Sodeluje v katabolizmu esencialne aminokisline 
triptofan. Imunomodulatorno delovanje IDO1 je predvsem posledica pomanjkanja 
triptofana v tumorskem mikrookolju in povečanja presnovkov, ki izvirajo iz triptofana. 
Aktivirani encim IDO1 namreč zniža raven triptofana v okolici tumorja, zmanjšanje pa 
povzroči imunosupresivne učinke. Zaviralci IDO1 predstavljajo enega izmed potencialnih 
terapevtskih pristopov za zaviranje rasti tumorja. 
V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali enajst končnih spojin, čistost in strukturo 
vmesnih ter končnih spojin smo preverili z različnimi analitskimi tehnikami. Pri 
načrtovanju spojin smo izhajali iz strukture že znanega zaviralca IDO1, 3-(4-
fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, ki je bil odkrit z virtualnim rešetanjem. 
Z biokemijskim testiranjem smo na osnovi merjenja fluorescence ovrednotili zaviralno 
delovanje vseh končnih spojin, aktivnim spojinam z močnejšim zaviralnim delovanjem pa 
določili in izračunali še vrednost IC50. 
Glede na dobljene rezultate smo ugotovili, da najmočnejše zaviralno delovanje kaže 
spojina N-(4-aminofenil)-2-(3-(4-fluorofenil)-4-oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-
il)acetamid (21) z IC50 = 26,3 µM. Z namenom napovedi potencialnih interakcij z 
vezavnim mestom IDO1 smo izvedli še sidranje spojine 21 v aktivno mesto encima. Izmed 
vseh sintetiziranih končnih spojin ima pet spojin pri koncentraciji 100 µM rezidualno 
aktivnost nižjo od 60 %, zato smo jim lahko določili in izračunali še vrednost IC50. Od teh 
tri spojine (15, 19 in 21) močneje zavirajo encim, dve spojini (20 in 24) pa šibkeje.  
Zaključimo lahko, da spojina 21 predstavlja pomembno izhodišče za nadaljnje 
raziskovanje zaviralcev IDO1, kot eno izmed obetavnih terapevtskih možnosti za zaviranje 
rasti tumorja. 





Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) is a cytoplasmic enzyme, which plays an important 
role in carcinogenicity and its progress. It takes part in the catabolism of the essential 
amino acid tryptophan. Immunomodulatory activity of IDO1 is caused by the lack of 
tryptophan in the tumor microenvironment and the increase of the metabolites, which 
originate from tryptophan. The activated enzyme IDO1 lowers the levels of tryptophan in 
the surrounding of the tumor, which causes immunosuppressive effects. IDO1 inhibitors 
represent one of the potential therapeutic approaches to inhibit the growth of the tumor. 
As part of the Master’s thesis, we synthesized eleven final compounds. We checked the 
purity and confirmed the structure of the intermediates and final compounds with different 
analytical techniques. The design was based on the already known inhibitor 3-(4-
fluorophenyl)isoxazole[5,4-d]pyrimidine-4(5H)-one, which was discovered by virtual 
screening. With the biochemical testing, based on the fluorescence measurement, we 
evaluated the inhibitory activity of all final compounds: Furthermore, we also determined 
and calculated the IC50 value of the most potent compounds. 
Based on the results obtained, the most potent inhibitory activity was determined for the 
compound N-(4-aminophenyl)-2-(3-(4-fluorophenyl)-4-oxoisoxazole[5,4-d]pyrimidine-
5(4H)-il)acetamide (21) with IC50 = 26.3 µM. In order to predict the potential interactions 
with the IDO1 binding site, we also performed the docking of the compound 21 in the 
active site of the enzyme. Among all synthesized final compounds, five of them showed a 
residual activity lower than 60 % at a concentration of 100 µM; thus, we could determine 
and calculate the IC50 value. Among those five compounds, three of them (15, 19 in 21) 
exhibited potent inhibition of the enzyme, whereas two of them (20 in 24) were only weak 
inhibitors. 
We can conclude that the compound 21 represents an important starting point for further 
research of the inhibitors of IDO1, as one of the promising therapeutic possibilities to 
inhibit the growth of the tumor. 






⌀ oznaka za premer 
1-MT 1-metil-DL-triptofan 
4-PI 4-fenilimidazol 
Å enota za dolžino (šved. ångström) 
Ac2O acetanhidrid 
AhR receptor za arilne ogljikovodike (angl. Aryl hydrocarbon receptor) 
Ala alanin 
APC antigen predstavitvena celica 
BTEAC benziltrietilamonijev klorid 
CAP zunajbolnišnična pljučnica (angl. Community-Acquired Pneumonia) 
CCDC The Cambridge Crystallographic Data Centre 
COX ciklooksigenaza 
CTLA-4 s citotoksičnimi limfociti povezan antigen 4 (angl. cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4) 
Cys cistein 
Da enota za molekulsko maso (angl. dalton) 




DNA deoksiribonukleinska kislina 
ESI ionizacija z razprševanjem v električnem polju (angl. Electrospray 
ionisation) 
GCN2 proteinska kinaza (angl. General control nonderepressible 2) 
Gly glicin 
His histidin 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High-performance liquid 
chromatography) 





IC50 koncentracija zaviralca, pri kateri je zavrte 50 % aktivnosti encima (angl. The 
half maximal inhibitory concentration) 
IDO indolamin 2,3-dioksigenaza 
J oznaka za sklopitveno konstanto 
Kyn kinurenin 
Leu levcin 
MDSC mieloidne supresorske celice (angl. Myeloid-derived suppressor cells) 
MF mobilna faza 
MM molekulska masa 
mTOR tarča rapamicina pri sesalcih (angl. Mammalian target of rapamycin) 
NAD nikotinamid adenin dinukleotid 
NCS N-klorosukcinimid 
NFK N-formil-L-kinurenin 
NFKPIP fluorofor N-formil-L-kinurenina 
NK naravna celica ubijalka (angl. Natural Killer cell) 
NMR jedrska magnetna resonanca 
PGE2 prostaglandin E2 
Phe fenilalanin 
PI3K fosfoinozitid 3-kinaza 
PIP-THQ tetrahidrokinolonski adukt 
PLIP Protein-Ligand Interaction Profiler 
ppm število delcev na milijon (angl. Parts per million) 
PSA polarna površina 
RA rezidualna aktivnost 
Rf retencijski faktor 
rhIDO1 rekombinantna IDO1 
Ser serin 
TDO triptofan 2,3-dioksigenaza 
TFA trifluoroocetna kislina 
THF tetrahidrofuran 
TLC tankoplastna kromatografija (angl. Thin-Layer Chromatography) 




TPH triptofan hidroksilaza 
tR retencijski čas 
Trp L-triptofan 
tRNA prenašalna ribonukleinska kislina 
Tyr tirozin 
V/V volumsko/volumski 
δ oznaka za kemijski premik 






V najbolj osnovnem pogledu se rak nanaša na celice, ki rastejo izven nadzora in napadajo 
druga tkiva. V normalni celici, ki se je spremenila v rakavo, pride do strukturnih in 
fizioloških sprememb. Celice lahko postanejo rakave zaradi nabiranja napak ali mutacij v 
svoji DNA. Določene dedne genetske okvare in okužbe lahko še dodatno povečajo 
tveganje za nastanek raka, prav tako tudi okoljski dejavniki (npr. onesnaževanje zraka) ter 
nezdrav življenjski slog (npr. kajenje, alkohol). Večinoma so celice sposobne zaznati in 
popraviti poškodbe DNA. Če pa je celica že močno poškodovana in poškodbe ni zmožna 
popraviti, je običajno podvržena ti. programirani celični smrti ali apoptozi. Rak nastane, ko 
poškodovane celice rastejo, se nenormalno delijo in širijo, namesto da bi se samouničevale. 
Rakave celice imajo manj učinkovite mehanizme za popravljanje poškodb molekule DNA. 
Poznamo benigne in maligne tumorje (neoplazme). Benigni tumorji rastejo lokalno in se ne 
širijo. Še vedno pa so lahko nevarni, če pritiskajo na vitalne organe (npr. možgane). 
Maligni tumorji imajo sposobnost širjenja in invazije v druga tkiva, gre za ti. 
metastaziranje. Vendar pa malignim celicam šele invazivnost omogoči, da prodrejo v 
krvne in limfne žile ter v telesne votline. Rakave celice se osvobodijo malignega tumorja 
in potujejo v druga tkiva v telesu. Zdravljenje lahko podaljša življenje nekaterih ljudi z 
metastatskim rakom. Glavni cilj zdravljenja tega raka pa je nadzor nad samo rastjo ali 
lajšanje simptomov, ki jih povzroča (1, 2). 
1.1 INDOLAMIN 2,3-DIOKSIGENAZA 1 (IDO1) 
IDO1 je znotrajcelični citosolni encim, ki uravnava razgradnjo esencialne aminokisline 
triptofan (Trp) do N-formilkinurenina. Predstavlja potencialno tarčo za številne bolezni, 
vključno z rakom, kroničnimi okužbami, avtoimunskimi in alergijskimi sindromi ter 
presaditvijo. V človeškem telesu se encim IDO izrazi v številnih vrstah celic, kot so 
endotelne celice, celice, ki predstavljajo antigen (APC), fibroblasti, makrofagi, dendritične 
celice (DC). Obstajajo tri izoformi encima IDO, IDO1, IDO2 in TDO.  
IDO1 in IDO2 sta torej dva različna encima (izoformi), ki katalizirata isto reakcijo. 
Afiniteta IDO2 za triptofan je veliko nižja kot pri IDO1. IDO2 se izrazi v človeških 
tumorjih v neaktivni obliki. Razgradnjo triptofana v teh celicah torej v celoti zagotavlja 
IDO1. Povišano izražanje IDO1 je znak večjih virusnih okužb, vključno z virusom HIV, 
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HBV, HCV ali gripe pa tudi večjih okužb z bakterijami kot so tuberkuloza, CAP, listerioza 
in sepsa. 
IDO je vključen v periferno imunsko toleranco ter prispeva k ohranjanju homeostaze s 
preprečevanjem avtoimunosti, ki naj bi bila posledica nenadzorovanih in pretiranih 
imunskih odzivov (3, 4). 
1.2 KRISTALNA STRUKTURA ČLOVEŠKE IDO1 
Kristalna struktura človeškega encima IDO1 je kompleksirana z zaviralcem 4-
fenilimidazolom in cianidom (slika 1). Ligand 4-fenilimidazol je vezan v aktivnem mestu 
encima IDO1, v katerem imidazolni dušik tvori koordinacijske vezi s hemskim železom 
encima. Za katalitično delovanje encima je pomembno njegovo aktivno mesto, ki ga 
sestavlja hidrofobni žep (žep A), s katerim substrat/zaviralec tvori hidrofobne interakcije, 
ter hem kot prostetična skupina. 
Samo strukturo IDO1 sestavljata dve α-spiralni domeni s hemom med njima (Slika 1A). V 




Slika 1: Struktura kompleksa IDO. Na sliki A sta prikazani majhna in velika domena z modrimi oziroma zelenimi 
vijačnicami. Dolga zanka, ki povezuje obe domeni, je obarvana rdeče. Na sliki B: hem (rumena) in zaviralec 4-




1.3 IDO IN IMUNSKA INTOLERANCA 
IDO igra pomembno vlogo pri rakotvornosti in njenem napredovanju. Spodbuja vnetje 
okoli tumorskih tkiv, povzroča imunsko toleranco z uravnavanjem naravnih celic ubijalk 
(NK), T-celic, T-regulacijskih celic in mieloidnih supresorskih celic (MDSC). Popolni 
imunomodulatorni učinki IDO1 še niso v celoti razjasnjeni. Imunomodulatorno delovanje 
IDO1 je predvsem posledica pomanjkanja triptofana v tumorskem mikrookolju in 
povečanja presnovkov, ki izvirajo iz triptofana. Aktivirani encim IDO zniža raven 
triptofana v okolici tumorja, zmanjšanje pa povzroči imunosupresivne učinke.  
Pomanjkanje triptofana zavira delitev limfocitov T, kopičenje triptofanskih katabolitov pa 
povzroči apoptozo T-celic in diferenciacijo regulacijskih T-celic. IDO torej deluje kot neke 
vrste zaviralec protitumorske imunosti. 
IDO torej zmanjšuje lokalno koncentracijo triptofana v celici, izčrpavanje triptofana s 
strani IDO pa lahko vpliva na dve signalni poti: aktivacijo poti kot odziv na molekularni 
stres, vključno s kinazo GCN2, ki se neposredno veže na tRNA triptofana, ter zatiranje 
kinazne poti mTOR kinaze, za katero je znano, da uravnava imunske reakcije (4). 
1.4 KINURENINSKA POT PRESNOVE TRIPTOFANA 
Kinureninska pot predstavlja pomembno povezavo z različnimi vnetji, imunskim sistemom 
in nevrološkimi stanji. Gre za osnovno pot katabolizma triptofana v jetrih in predstavlja 
izhodišče za sintezo nikotinamid adenin dinukleotida pri sesalcih. Prekomerna aktivacija te 
poti ali disregulacija privede do aktivacije imunskega sistema in kopičenja potencialno 
nevrotoksičnih spojin. Kinureninska pot tako predstavlja obetavno tarčo terapevtskega 
razvoja za zdravljenje vnetja, bolezni z nevrološkimi stanji, predvsem pri bolnikih z 
rakom, ki se zdravijo s kemoterapijo. 
Prvi korak kinureninske poti, ki določa tudi hitrost katabolizma, katalizira hem-vsebujoča 
triptofan 2,3-dioksigenaza (TDO) ali indolamin 2,3-dioksigenaza (IDO). Na encim se 
vežeta molekularni kisik (O2) in substrat L-triptofan (Trp), v indolnem obroču poteče 
cepitev dvojne vezi in vezava molekularnega kisika na mesto cepitve. Produkt reakcije, 
katalizirane s TDO/IDO je N-formil-L-kinurenin (NFK). Nato poteče še hidroliza, ob 
prisotnosti encima formamidaza, do L-kinurenina (Kyn) (slika 2). Odvisno od vrste tkiva 
Kyn nadaljuje po poti proti ciklu trikarboksilne kisline ali pa se v mikroglijskih celicah 
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(astrocitih) pretvori v kinureninsko kislino. Kyn in njegovi presnovki nimajo neposrednih 
učinkov na nevrone, vendar pa imajo različne pro- in antioksidativne lastnosti (3, 6, 7). 
 
Slika 2: Kinureninska pot presnove triptofana. Prirejeno po (3). 
1.5 VLOGA IDO PRI RAZVOJU RAKA, DIAGNOSTIKI IN TERAPIJI 
Tumorji so sestavljeni iz nenormalno preoblikovanih vrst celic in tkiv. Od običajnih tkiv se 
razlikujejo po svoji genetski ter epigenetski sestavi, presnovi in imunologiji. Spojine, ki 
modulirajo imunski odziv proti novotvorbam ponujajo nove obetavne strategije za boj proti 
raku (1). 
Prekomerna ekspresija IDO1 poveča relativno koncentracijo kinurenina v primerjavi s 
triptofanom, zato lahko razmerje Kyn/Trp uporabimo kot prognostični, klinično-patološki 
kazalec za spremljanje invazivnosti in napredovanje raka. V številnih vzorcih tumorjev je 
bila ekspresija IDO1 visoka. IDO1 je tako lahko relevantna tarča za odpravo 
imunosupresije. Več zaviralcev IDO je trenutno v kliničnih preizkušanjih faze II. Večina 
teh zaviralcev blokira kinureninsko presnovno pot ter zaustavi imunosupresijo 
(epakadostat, indoksimod, GDC-0919, cepivo na osnovi peptida). Določene preizkušane 
spojine se v terapiji uporabljajo same, v kombinaciji z imunoterapijo (CTLA4), 
kemoterapijo, zaviralci COX-2 (celekoksib), zaviralci PGE2 sintaze, antagonisti receptorja 
PGE2 in zaviralci PI3K (fosfoinozitid 3-kinaza). Kombinirane terapije so namenjene 
izboljšanju zaviranja lokalne imunosupresije okoli tumorskih tkiv in izboljšanju 
odstranitve tumorja (7, 8). 
Zaviralci, ki ciljajo na encim IDO1, predstavljajo eno najmočnejših terapevtskih možnosti 
za zaviranje rasti tumorja. Pri tem gre za ocenjevanje biokemične vloge IDO1 v imunskem 
nadzoru in presnovi tumorja. S pregledom diagnostičnih in terapevtskih pristopov želimo 
povečati učinkovitost imunoterapije proti agresivnemu in težko zdravljenemu raku, ki je 




1.6 ZAVIRALCI IDO1 
1.6.1 Zaviralci IDO1 in vpliv na katabolizem triptofana 
Katabolizem triptofana, ki vodi do tvorbe nikotinamid adenin dinukleotida ali serotonina, 
je predstavljen na sliki 3.  
 
Slika 3: Katabolizem triptofana z glavnimi zaviralci in njihovimi tarčami. Prirejeno po (10). 
Kinureninska pot predstavlja približno 95 %, pot serotonina pa 5 % katabolizma triptofana, 
s tem pa je vpletena tudi pri depresiji, kar lahko vpliva na kakovost življenja pri bolnikih z 
rakom. Epakadostat je 100-krat bolj selektiven za IDO1 kot TDO s kompetitivno 
inhibicijo, navoksimod pa je približno 20-kratno selektivnejši za IDO1 kot TDO in je 
nekompetitivni zaviralec. BMS-986205 je ireverzibilni zaviralec IDO1. Nobena od 
navedenih spojin pa opazno ne zavira IDO2. Indoksimod ni neposredni zaviralec encimov, 
posredno pa lahko zavira IDO2 in/ali IDO1. Zaviralci  encimov lahko vplivajo na dve 
katabolni signalni poti, ki sta povezani s povečano produkcijo kinurenina ali 
pomanjkanjem triptofana. V prvem primeru kinurenin deluje kot ligand za vnetni receptor 
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AHR, ki aktivira ekspresijo genov, v drugem primeru pa pomanjkanje triptofana sproži 
stresne signale, ki vodijo do aktivacije splošne stresne kinaze GCN2 in znižanje 
koncentracije kompleksa mTORC1 (10). 
1.6.2 Zaviralci IDO1 v kliničnih študijah 
Za klinično uporabo je bil razvit širok spekter zaviralcev IDO. Največ študij se izvaja na 
dveh zaviralcih IDO1: epakadostatu in indoksimodu. 
1.6.2.1 Epakadostat (INCB024360) 
Epakadostat (slika 4) je močan in selektiven zaviralec encima IDO1. Predklinične študije 
so pokazale, da zmanjšuje presnovo triptofana in ima imunostimulatorne učinke na 
tumorsko mikrookolje, izboljša proliferacijo celic T in celic ubijalk, zmanjša apoptozo 
dendritičnih celic in zmanjša regulirano ekspanzijo celic T. V klinični fazi 1 je bila 
monoterapija z epakadostatom dobro prenašana pri odmerkih do 700 mg dvakrat na dan 
per os, pri bolnikih z napredovalimi tumorji debelega črevesa in danke, pljuč, jeter, 
bezgavk in melanoma (10). 
 
Slika 4: Struktura epakadostata. 
1.6.2.2 Indoksimod (NLG-8189 ali D-1MT) 
Poleg epakadostata je med zaviralci IDO najbolj razširjen 1-metil-DL-triptofan (1-MT). Na 
voljo sta dva stereoizomera 1-MT: D in L. Racemična spojina 1-metil-DL-triptofan je bila 
v zgodnjih devetdesetih letih prejšnjega stoletja opisana kot zaviralec encima IDO1. 
Pokazalo se je, da 1-MT šibko zavira rast rakavih celic v mišjih tumorskih presadkih ali 
spontanih transgenih modelih raka. Antikancerogeni učinki 1-MT niso bilo uspešni kot 
monoterapija, vendar pa se je njegova terapevtska moč pokazala v kombinaciji s 
kemoterapijo. Le-ta je poškodovala DNA in povzročila regresijo tumorjev. To odkritje je 
pomenilo pomemben napredek pri zagotavljanju prvih indikacij, kako uporabiti zaviralec 
IDO za izboljšanje zdravljenja raka. Biokemijske študije so pokazale, da je samo L-1-MT 
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kazal zaviralno aktivnost in ugotovili so, da je L-1-MT pravzaprav šibek substrat, ne pa 
klasični zaviralec IDO1 (10). Ugotovili so tudi, da L-1-MT zavira encimsko aktivnost IDO 
(razgradnja triptofana v kinurenin) v celičnih linijah, D-1-MT pa povzroča proliferacijo 
celic T v mešanih alogenskih reakcijah limfocitov. Deluje tudi kot potencialni mimetik 
triptofana pri obnovi poti mTOR. Imunostimulatorni učinek L-1-MT pa je opredeljen z 
aktiviranjem poti AhR kot odgovor na produkcijo N-formilkinurenina. Širši spekter 
koristnih učinkov ima D-1-MT, poimenovan kot indoksimod (slika 5), in se zato v klinični 
fazah nahaja v večji meri v primerjavi z L-1-MT. 
 
Slika 5: Struktura indoksimoda. 
V klinični fazi 1 so študije o indoksimodu kot monoterapiji ali v kombinaciji s 
kemoterapijo pokazale, da se dobro prenaša pri bolnikih z napredovalim rakom dojke in 
drugimi tumorji. V študiji povečevanja odmerka, ki je bila izvedena pri bolnikih z rakom 
dojke, je bila uporaba indoksimoda dobro prenašana pri največjem odmerku 1200 mg 
dvakrat na dan per os. Bolniki, ki so dobivali indoksimod in so bili predhodno zdravljeni z 
ipilimumabom, so razvili avtoimunsko reakcijo hipofize (hipofizitis), ki je bila razvita pri 
bolnikih zdravljenih z ipilimumabom. To je bil dokaz, da indoksimod lahko pri bolnikih z 
rakom ponovno aktivira latentno T-celično imunost. Pomembna terapevtska aktivnost 
indoksimoda se kaže pri zdravljenju melanoma in prostate v kombinaciji s 
pembrolizumabom in s cepivom Sipuleucel-T (10, 11). 
Epakadostat in indoksimod sta najpogostejša zaviralca IDO, ki kažeta ugodne učinke pri 
terapiji raka. Njuna slabost je ta, da imata nekaj neželenih učinkov. Epakadostat je pokazal 
neželene učinke stopnje 3 in 4 (CTCAE klasifikacija). Pri bolnikih z napredovalimi 
malignimi boleznimi, so bili neželeni učinki po oceni težavnosti težki (stopnja 3) in 
življenjsko ogrožujoči (stopnja 4). Najpogostejše so bile bolečine v trebuhu, hipokaliemija, 
utrujenost, blagi neželeni učinki pa so vključevali slabost, zmanjšan apetit, bruhanje, 
zaprtje, drisko, dispnejo, bolečine v hrbtu in kašelj (9, 10). 
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1.6.2.3 Navoksimod (NLG-919) 
Navoksimod (slika 6) je nekompetitivni zaviralec IDO1, ki je bil razvit na osnovi kristalne 
strukture z ligandom 4-fenilimidazolom, za zdravljenje imunske tolerance. V predkliničnih 
študijah na miših se je izkazalo, da kombinirano zdravljenje navoksimoda s kemoterapijo, 
radioterapijo ali cepivi vodi do izboljšanja protitumorskih odzivov (10, 12). 
 
Slika 6: Struktura navoksimoda. 
1.6.2.4 Ostali zaviralci in nadaljnji razvoj 
Dokazano je tudi, da zaviranje IDO poveča učinkovitost kemoterapije. Poskusi na miših so 
pokazali, da tistim, katerim poleg zaviralca IDO dajejo različne kemoterapevtike, vključno 
s ciklofosfamidom, doksorubicinom ali cisplatinom, kažejo boljše rezultate v primerjavi s 




2 NAMEN DELA 
Namen naše magistrske naloge je sinteza in vrednotenje zaviralcev encima IDO1 z 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onskim osnovnim skeletom. Izhajali bomo iz strukture 
že znanega zaviralca IDO1, 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, ki je 
bil odkrit z virtualnim rešetanjem (13). S sintezo različnih derivatov bomo poskusili 
pridobiti še močnejše zaviralce IDO1.  
Modifikacije bomo izvajali na mestu 5 na izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onskem 
skeletu (slika 7), ki ga bomo sintetizirali po znanem postopku (14), ter preko elektrofilnega 
kloroacetamidnega fragmenta nanj pripenjali različne substituente. Skupino R bodo 
predstavljale različne elektronprivlačne in elektrondonorske skupine ter dodatni aromatski 
obroči.  
 
Slika 7: Načrtovane modifikacije na izoksazolno[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onskem skeletu. 
 
Po končani sintezi bomo čistost in strukturo vmesnih ter končnih spojin preverili z 
različnimi kromatografskimi in spektroskopskimi metodami. 
Vsem končnim spojinam bomo v biokemijskem testu ovrednotili zaviralno delovanje na 
encimu IDO1. Določili bomo rezidualno aktivnost encima ob prisotnosti zaviralca, 





3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri sintezi spojin smo uporabili reagente in topila različnih proizvajalcev (Acros Organics, 
Sigma-Aldrich, TCI Europe, Merck, ChemBridge, Apollo Chemical, Honeywell, 
Maybridge, Fluka).  
Izhodni reagenti, uporabljeni pri sintezi: 1-naftilamin, ß-naftilamin, 4-(metilsulfonil)anilin, 
4-aminobenzonitril, 4-benziloksianilin hidroklorid, 4-(1,3-oksazol-5-il)-anilin, 4-
nitroanilin, 4-fluoroanilin, p-aminofenol, 4-izopropilanilin.  
Topila, uporabljena pri sintezi: DMSO-d6, CDCl3, tetrahidrofuran (THF), etanol (EtOH), 
prečiščena voda (H2O), metanol (MeOH), dietileter (Et2O), brezvodni N,N-dimetilformamid 
(DMF), brezvodni acetonitril (CH3CN), diklorometan (DKM), absolutni EtOH, etilacetat 
(EtOAc), n-heksan, trietil ortoformat, acetanhidrid (Ac2O). 
3.2 METODE 
3.2.1 Kromatografske metode 
3.2.1.1 Tankoplastna kromatografija (TLC): 
Pri tej metodi smo uporabili plošče TLC Silica gel 60 F254 proizvajalca Merck, ki imajo na 
aluminijastem nosilcu velikosti 20 x 20 cm nanešen silikagel, z dodanim fluorescentnim 
indikatorjem debeline 0,20 mm. S to metodo smo spremljali potek samih reakcij, preverjali 
čistost vmesnih in končnih spojin, izbirali primerno mobilno fazo za kolonsko 
kromatografijo ter določali retencijski faktor (Rf). Mobilne faze, ki smo jih uporabili so 
različne in so navedene pri posamezni spojini. Prisotnost spojin smo detektirali pod UV 
svetlobo pri valovnih dolžinah dolžinah λ = 254 nm in λ = 366 nm in z orositvenim 
reagentom ninhidrinom. 
3.2.1.2 Kolonska »flash« kromatografija: 
To metodo smo uporabili za čiščenje vmesnih in končnih spojin. Zbirali smo frakcije, kjer 
se je nahajala želena spojina. Za stacionarno fazo smo uporabili Silikagel 60 proizvajalca 
Merck, z velikostjo delcev 0,040 – 0,063 mm. Sestava mobilnih faz in njihova razmerja so 
različna in so navedena pri posameznih sintezah spojin. 
3.2.1.3 Reverznofazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC): 
Metodo smo uporabili za določanje čistosti končnih spojin. Na napravi Thermo Scientific 
Dionex UltiMate 3000 System (proizvajalec: Thermo Fisher Scientific Inc.) smo uporabili 
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kolono Zorbax 80 Å Extend-C18 (⌀ = 3,5 μm, 4,6 x 150 mm), proizvajalca Agilent 
Technologies Inc. pri temperaturi 25 °C. Injicirali smo 10 μL raztopine vzorca, 
raztopljenega v acetonitrilu, s koncentracijo 0,1 mg/mL. Hitrost pretoka mobilne faze je 
znašala 1,0 mL/min. Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % (V/V) raztopine trifluorocetne 
kisline (TFA) v vodi in acetonitrila (CH3CN). Za ločbo smo uporabili gradientno elucijo: 
0-12 min, 10-90 % CH3CN v 0,1 % TFA; 12-14 min, 90 % CH3CN v 0,1 % TFA; 14-15 
min, 90-10 % CH3CN v 0,1 % TFA. Detekcijo spojin smo opravili pri valovni dolžini 254 
nm. 
3.2.2 Spektroskopske metode 
3.2.2.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR): 
Metodo smo uporabili za identifikacijo in preverjanje čistosti vmesnih in končnih spojin. 
Vmesnim spojinam smo posneli 1H NMR spekter, končnim spojinam pa poleg 1H NMR še 
13C NMR spekter. Uporabili smo Bruker AVANCE III 400 MHz spektrometer, ki se 
nahaja na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Vzorce smo predhodno raztopili v 
devteriranem topilu DMSO-d6 ali CDCl3, z dodanim internim standardom 
tetrametilsilanom (TMS). Kemijske premike smo podali v ppm (»parts per million«) na 
podlagi internega standarda (TMS premik 0,00 ppm). S programom smo določili še 
sklopitvene konstante (J) in jih podali v hertzih (Hz), vrhove pa smo glede na obliko 
označili s standardnimi izrazi za singlet (s), razširjen singlet (rs), dublet (d), dublet dubleta 
(dd), triplet (t), dublet tripleta (dt), triplet dubleta (td) in multiplet (m). Za popis spektrov 
smo uporabili program MestRe-C 4.8.6.0, proizvajalca Mestrelab Research S.L. 
3.2.2.2 Masna spektrometrija (MS): 
Metodo smo uporabili za potrditev identifikacije spojin. Vmesnim spojinam smo posneli 
masni spekter z načinom ESI na spektrometru Advion Expression CMSL na Fakulteti za 
farmacijo v Ljubljani. Končnim spojinam pa smo posneli masni spekter z načinom ESI 
HRMS na spektrometru Exactive™ Plus Orbitrap Mass Spectrometer na Fakulteti za 




3.2.3 Določanje temperature tališča  
Končnim spojinam smo določili talilni interval. Pri tem smo uporabili Kofflerjev 
mikroskop z ogrevalno mizico, s pomočjo katerega smo opredelili tudi izgled samih spojin 
(kristalinična oz. amorfna oblika). 
3.2.4 Poimenovanje, risanje spojin in reakcijskih shem 
Za risanje posameznih spojin, reakcijskih shem, mehanizmov in poimenovanje samih 
spojin smo uporabili program ChemDraw Professional 16.0.1.4 (77), proizvajalca 
PerkinElmer Informatics, Inc. 
3.2.5 Biokemijsko testiranje 
Končnim spojinam smo z biokemijskim testiranjem določili zaviralno delovanje na 
rekombinantni IDO1 (rhIDO1, Adipogen®, AG-40B-0161, IDO (human) (rec.) (his) 
(highly active), MM ~ 47 kDa, ekspresija v E. coli) z uporabo metode, ki temelji na 
principu merjenja fluorescence. Metoda ima okoli 30-krat višjo občutljivost v primerjavi s 
starejšimi metodami, ki temeljijo na merjenju absorbance (kolorimetrija) in je enostavna za 
izvedbo. 
Substrat L-triptofan (Trp) se pod vplivom encima IDO1 pretvori do N-formil-L-kinurenina 
(NFK). NFK nato ob dodatku piperidina reagira do fluorofora N-formil-L-kinurenina 
(NFKPIP), na koncu pa še do tetrahidrokinolonkega adukta (PIP-THQ), ki predstavlja naš 
fluorofor (3). Pri tem je intenziteta fluorescence fluorofora sorazmerna aktivnosti encima 
oz. obratno sorazmerna z zaviralnim delovanjem naših končnih spojin.  
Pripravili smo osnovne raztopine reagentov v 50 mM (kalijevem) fosfatnem pufru s pH 6,5 
in dodali 0,01 % solubilizator Tween 20, ki prepreči tvorbo agregatov ter lažno pozitivne 
rezultate. Končne spojine smo raztopili v DMSO, ki omogoča njihovo dobro topnost.  
V vsako vdolbinico smo odpipetirali reagente 1, 2, 3, 4, 5, in 7, mikrotitrsko ploščo pokrili 
in pustili inkubirati 30 min pri 37 oC, da je nastal N-formil-L-kinurenin. Nato smo dodali 
še reagent piperidin in pustili inkubirati še 20 min pri 65 oC, da je nastal fluorofor PIP-
THQ (tetrahidrokinolonski adukt). Pri sobni temperaturi smo nato po 120 minutah post-




Preglednica I: Uporabljeni reagenti pri biokemijskem testiranju (3, 6, 14).  
 
Meritve raztopin končnih spojin v DMSO smo izvajali v dveh paralelkah. Merili smo tudi 
slepi preizkus, pri katerem je reagent predstavljal samo DMSO, brez končne spojine. Pri 
meritvi pozitivne kontrole smo v DMSO raztopili znani zaviralec encima 4-fenilimidazol 
(4-PI). Za vsako končno spojino smo nato določili rezidualno aktivnost (RA). RA encima 
smo določili tako, da smo intenziteto fluorescence končne spojine v DMSO delili z 
intenziteto fluorescence slepega preizkusa (DMSO brez končne spojine). 
  






1.  natrijev askorbat 10 μL, 10 mM; 
nevtraliziran z 1 M 
NaOH 
reducent; reducira metilensko 
modrilo in omogoči delovanje 
encima   
2.  metilensko 
modrilo 
10 μL, 10 μM prenašalec elektronov (redoks 
spojina), ki železo ohranja v 
fero (Fe2+) obliki, potrebni za 
encimsko aktivnost; encim je 
podvržen avtooksidaciji, torej 
prehodu v Fe3+ obliko in izgubi 
aktivnosti 
3.  goveja katalaza 10 μL, 100 μg/mL odvaja H2O2, ki bi zaviral 
delovanje encima 
4.  rhIDO1 50 μL, 5 nM encim 
5. L- triptofan 18 μL, 80 μM substrat za encim 
6. piperidin 100 μL, 200 mM zreagira z NFK, tvori se 
fluorofor, ki mu merimo 
intenziteto fluorescence 
7. raztopina končne 
spojine v DMSO 





3.2.6 Izračun vrednosti IC50 
Vsem končnim spojinam smo po testiranju na IDO1 določili rezidualno aktivnost. Za 
izračun RA encima smo med seboj delili aktivnosti encima ob prisotnosti in odsotnosti 
testirane spojine. Aktivnost encima smo določili na podlagi merjenja fluorescence 
fluorofora, nastalega po encimski in kemijski reakciji med N-formilkinureninom in 
piperidinom. Spojinam z RA manjšo od 60 % smo določili še vrednost IC50, ki predstavlja 
koncentracijo spojine, potrebne za 50 % zaviranje encima v in vitro pogojih. Aktivnim 
spojinam smo določili RA encima pri 6 različnih koncentracijah testirane spojine v 
intervalu od 1 µM do 200 µM. Za izračun IC50 smo uporabili program GraphPad Prism, 
proizvajalca GraphPad Software Inc, ki prilega sigmoidno krivuljo na grafu RA v 
odvisnosti od logaritma koncentracije testirane spojine. 
3.2.7 Sidranje končne spojine v aktivno mesto encima 
Z namenom napovedi potencialnih interakcij z vezavnim mestom encima, smo z našim 
najmočnejšim zaviralcem izvedli še njegovo sidranje v aktivno mesto encima IDO1. 
Sidranje je izvedla asist. Ana Dolšak. Uporabili smo program GOLD, proizvajalca CCDC 
(The Cambridge Crystallographic Data Centre). Prikazane potencialne interakcije so 
predpostavljene s pomočjo programov PLIP (Protein-Ligand Interaction Profiler) in 





4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 Splošni postopek sinteze kloroacetamida iz aromatskega amina 
V 50 mL bučko smo natehtali ustrezen aromatski amin in dodali 20 mL CH3COOH. 
Raztopino smo ohladili na vodni kopeli (10-15oC) in postopoma med mešanjem dodajali 
kloroacetilklorid. Raztopino smo mešali na vodni kopeli še 30 minut, nato pa dodali 
raztopino Na-acetata v 20 mL H2O. Nastalo suspenzijo smo pri sobni T mešali še 1,5 h. 
Produkt smo nato odnučali in ga uporabili v naslednji stopnji sinteze.  
 
4.1.1 Sinteza 2-kloro-N-(naftalen-1-il)acetamida (1) 
Sintezo in izolacijo spojine 1 smo izvedli iz 1-naftilamina (1,43 g, 10 mmol) in dodali 
CH3COOH (20 mL). Nato smo dodali še kloroacetilklorid (0,99 mL, 12,5 mmol) po 30 
minutah pa še raztopino Na-acetata (3,03 g, 36,9 mmol) ter H2O (20 mL) po splošnem 
postopku sinteze kloroacetamida. 
Molekulska masa 219,67 g/mol 
 
Izkoristek 82 % 
Izgled Vijolični kristali 
(Ttal = 143 – 145 °C) 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,23 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 4,36 (s, 2H, CH2), (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,52 ‒ 
7,60 (m, 2H, Ar-H), 7,74 ‒ 7,78 (m, 1H, Ar-H), 7,86 ‒ 7,92 (m, 
2H, Ar-H), 7,98 ‒ 8,02 (m, 1H, Ar-H), 8,78 (rs, 1H, CONH) 
MS (ESI+) m/z izračunana za [C12H11ClNO] [M+H]+: 220,1; izmerjena 
220,0 






4.1.2 Sinteza 2-kloro-N-(naftalen-2-il)acetamida (2) 
Sintezo in izolacijo spojine 2 smo izvedli iz ß-naftilamina (0,72 g, 5 mmol) in dodali 
CH3COOH (15 mL). Nato smo dodali še kloroacetilklorid (0,50 mL, 6,25 mmol), 
raztopino Na-acetata (1,51 g, 18,4 mmol) ter H2O (20 mL) po splošnem postopku sinteze 
kloroacetamida. 
Molekulska masa 219,67 g/mol 
 
 
Izkoristek 95 % 
Izgled Bela trdna snov 
(Ttal = 102 – 104 °C) 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,64 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 4,26 (s, 2H, CH2), 7,42 – 7,53 (m, 3H, Ar-H), 7,79 – 
7,86 (m, 3H, Ar-H), 8,22 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 8,39 (s, 1H, 
CONH) 
MS (ESI-) m/z izračunana za [C12H9ClNO] [M-H]-: 218,0; izmerjena 218,1 
MS (ESI+) m/z izračunana za [C12H10ClNONa] [M+Na]+: 242,0; izmerjena 
242,1 
 
4.1.3 Sinteza 2-kloro-N-(4-(metilsulfonil)fenil)acetamida (3) 
Sintezo in izolacijo spojine 3 smo izvedli iz 4-(metilsulfonil)anilina (0,86 g, 5 mmol) in 
dodali CH3COOH (15 mL). Nato smo dodali še kloroacetilklorid (0,50 mL, 6,25 mmol), 
raztopino Na-acetata (1,51 g, 18,4 mmol) ter H2O (20 mL) in nadaljevali po splošnem 
postopku sinteze acetamida. Dobili smo bistro, brezbarvno raztopino, jo prenesli v lij 
ločnik in ekstrahirali z Et2O (2 x 50 mL), združene organske faze pa spirali z nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL). Et2O smo odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom in 
dobili produkt, ki smo ga uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
Molekulska masa 247,74 g/mol 
 
Izkoristek 89 % 
Izgled Svetlo rjava trdna snov 
(Ttal = 136 – 137 °C) 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,25 
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1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 3,06 (s, 3H, CH3), 4,24 (s, 2H, CH2), 7,77 – 7,81 (m, 
2H, Ar-H), 7,93 –7,97 (m, 2H, Ar-H), 8,45 (s, 1H, CONH) 
MS (ESI-) m/z izračunana za [C9H9ClNO3S] [M-H]-: 246,0; izmerjena 
246,0 
MS (ESI+) m/z izračunana za [C9H10ClNO3SNa] [M+Na]+: 270,0; 
izmerjena 270,0 
 
4.1.4 Sinteza 2-kloro-N-(4-cianofenil)acetamida (4) 
Sintezo in izolacijo spojine 4 smo izvedli iz 4-aminobenzonitrila (1,18 g, 10 mmol) in 
dodali CH3COOH (20 mL). Nato smo dodali še kloroacetilklorid (0,99 mL, 12,5 mmol), 
raztopino Na-acetata (3,03 g, 36,9 mmol) ter H2O (20 mL) po splošnem postopku sinteze 
kloroacetamida. 
Molekulska masa 194,62 g/mol 
 
Izkoristek 73 % 
Izgled Rumena trdna snov 
(Ttal = 160 – 163 °C) 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,20 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 4,22 (s, 2H, CH2), 7,65 – 7,68 (m, 2H, Ar-H), 7,70 – 
7,73 (m, 2H, Ar-H),  8,39 (s, 1H, CONH) 
MS (ESI-) m/z izračunana za [C9H6ClN2O] [M-H]-: 193,0; izmerjena 
193,0 
 
4.1.5 Sinteza 2-kloro-N-(4-(oksazol-5-il)fenil)acetamida (5) 
Sintezo in izolacijo spojine 5 smo izvedli iz 4-(oksazol-5-il)anilin (0,84 g, 5,3 mmol) in 
dodali CH3COOH (15 mL). Nato smo dodali še kloroacetilklorid (0,53 mL, 6,6 mmol), 
raztopino Na-acetata (1,61 g, 19,6 mmol) ter H2O (20 mL) in nadaljevali po splošnem 






Molekulska masa 236,66 g/mol 
 
Izkoristek 88 % 
Izgled Rumena trdna snov 
(Ttal = 150 – 153 °C) 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,30 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 4,28 (s, 2H, CH2), 7,61 (s, 1H, Ar-H), 7,70 (s, 4H, 
Ar-H), 8,39 (s, 1H, Ar-H), 10,52 (s, 1H, CONH) 
MS (ESI-) m/z izračunana za [C11H8ClN2O2] [M-H]-: 235,0; izmerjena 
235,0 
MS (ESI+) m/z izračunana za [C11H10ClN2O2] [M+H]+: 237,0; izmerjena 
237,1 
 
4.1.6 Sinteza 2-kloro-N-(4-nitrofenil)acetamida (6) 
Sintezo in izolacijo spojine 6 smo izvedli iz 4-nitroanilina (0,69 g, 5,0 mmol) in dodali 
CH3COOH (20 mL). Nato smo dodali še kloroacetilklorid (0,50 mL, 6,25 mmol), 
raztopino Na-acetata (1,51 g, 18,5 mmol) ter H2O (20 mL) po splošnem postopku sinteze 
kloroacetamida. 
Molekulska masa 214,61 g/mol 
 
Izkoristek 94 % 
Izgled Rjavi kristali 
(Ttal = 130 – 133 °C) 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,30 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 4,24 (s, 2H, CH2), 7,75 – 7,79 (m, 2H, Ar-H), 8,24 – 
8,28 (m, 2H, Ar-H), 8,49 (rs, 1H, CONH) 







4.1.7 Sinteza 2-kloro-N-(4-fluorofenil)acetamida (7) 
Sintezo in izolacijo spojine 7 smo izvedli iz 4-fluoroanilina (0,47 mL, 5,0 mmol) in dodali 
CH3COOH (20 mL). Nato smo dodali še kloroacetilklorid (0,50 mL, 6,25 mmol), 
raztopino Na-acetata (1,51 g, 18,5 mmol) ter H2O (20 mL) in nadaljevali po splošnem 
postopku sinteze acetamida. Dobili smo raztopino, ki smo jo prenesli v lij ločnik in 
ekstrahirali z Et2O (2 x 50 mL), združene organske faze pa spirali z nasičeno raztopino 
NaCl (30 mL). Et2O smo odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom, nato smo dodali 
še petroleter in dietileter, ponovno ekstrahirali in odparevali pod znižanim tlakom. Dobili 
smo produkt in ga uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
Molekulska masa 187,60 g/mol 
 
Izkoristek 95 % 
Izgled Sivo-bela trdna snov 
(Ttal = 110 – 112 °C) 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,50 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 4,20 (s, 2H, CH2), 7,02 – 7,10 (m, 2H, Ar-H), 7,48 – 
7,55 (m, 2H, Ar-H), 8,21 (s, 1H, CONH) 
MS (ESI-) m/z izračunana za [C8H6ClFNO] [M-H]-: 186,0; izmerjena 
185,8 
 
4.1.8 Sinteza 2-kloro-N-(4-hidroksifenil)acetamida (8) 
Sintezo in izolacijo spojine 8 smo izvedli iz 4-aminofenola po dveh postopkih: 
1. postopek: natehtali smo 4-aminofenol (1,09 g, 10  mmol) in dodali CH3COOH (20 mL). 
Nato smo dodali še kloroacetilklorid (0,99 mL, 12,5 mmol), raztopino Na-acetata (3,03 g, 
36,9 mmol) ter H2O (20 mL) po splošnem postopku sinteze kloroacetamida. Na koncu smo 
dobili bistro, brezbarvno raztopino, jo prenesli v lij ločnik in ekstrahirali z Et2O (2 x 50 
mL), H2O (20 mL), 1M HCl (20 mL) ter nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Et2O smo nato 
odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobili smo produkt in ga pustili sušiti na 
zraku. 
2. postopek: natehtali smo 4-aminofenol (1,09 g, 10  mmol), dodali H2O (10 mL), ohladili 
na ledu ter dodali še NaCl, da se je T še bolj znižala. Nato smo dodali še kloroacetilklorid 
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(0,99 mL, 12,5 mmol), raztopino Na-acetata (3,03 g, 36,9 mmol) ter H2O (20 mL) in 
nadaljevali po splošnem postopku sinteze acetamida. 








Izgled Bela trdna snov (Ttal = 126 – 128 °C) 
TLC  Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,35 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 4,18 (s, 2H, CH2), 6,69 – 6,73 (m, 2H, Ar-H), 7,34 – 
7,38 (m, 2H, Ar-H), 9,26 (s, 1H, OH), 10,02 (s, 1H, CONH) 
MS (ESI-) m/z izračunana za [C8H7ClNO2] [M-H]-: 184,0; izmerjena 
184,0 
 
4.1.9 Sinteza 2-kloro-N-(4-izopropilfenil)acetamida (9) 
Sintezo in izolacijo spojine 9 smo izvedli iz 4-izopropilanilina (1,38 mL, 10 mmol) in 
dodali CH3COOH (20 mL). Nato smo dodali še kloroacetilklorid (0,99 mL, 12,5 mmol), 
raztopino Na-acetata (3,03 g, 36,9 mmol) ter H2O (20 mL) in nadaljevali po splošnem 
postopku sinteze acetamida. 
Molekulska masa 211,69 g/mol 
 
Izkoristek 93 % 
Izgled Rjavi igličasti kristali 
(Ttal = 120 – 123 °C) 
 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,70 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 1,18 (d, J = 6,9 Hz, 6H, 2 x CH3); 2,84 (hept, J = 6,9 
Hz, 1H, CH); 4,22 (s, 2H, CH2); 7,18 – 7,21 (m, 2H, Ar-H); 
7,47 – 7,50 (m, 2H, Ar-H); 10,20 (s, 1H, CONH) 
MS (ESI-) m/z izračunana za [C11H13ClNO] [M-H]-: 210,1; izmerjena 
210,0 




m/z izračunana za [C11H14ClNO] [M+Na]+: 234,1; izmerjena 
234,1 
 
4.2 Sinteza 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (13) 
4.2.1 Sinteza 4-fluorobenzaldehid oksima (10) 
V 250 mL bučko smo natehtali NH2OH · HCl (3,70 g, 53,2 mmol), z merilnim valjem 
odmerili mešanico topil THF (60 mL), EtOH (150 mL) in H2O (30 mL) ter na koncu 
dodali še 4-fluorobenzaldehid (5,1 mL, 48,4 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati 30 
minut pri sobni T in nato organski topili odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. 
Vodni zaostanek reakcijske zmesi smo prenesli v lij ločnik in ekstrahirali z Et2O (3 x 30 
ml), združene organske faze pa spirali z nasičeno raztopino NaCl (30 mL) ter sušili z 
dodatkom Na2SO4. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali in Et2O odstranili z odparevanjem pod 




Molekulska masa 139,13 g/mol 
 Izkoristek 88 % 
Izgled Bela trdna snov 
(Ttal = 76 – 78 °C) 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 1/4, V/V) = 0,43 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,04 – 7,10 (m, 2H, Ar-H), 7,53 – 7,58 (m, 2H, Ar-
H), 8,13 (s, 1H, CH), 9,12 (rs, 1H, OH) 
 
4.2.2 Sinteza 4-fluoro-N-hidroksibenzimidoil klorida (11) 
V bučko smo natehtali spojino 10 (6,63 g, 47,6 mmol) in jo raztopili v brezvodnem DMF 
(40 mL) pod inertnimi pogoji (v argonovi atmosferi). Bučko smo postavili na magnetno 
mešalo in v brezvodnih pogojih postopoma dodajali N-klorosukcinimid (6,36 g, 47,6 
mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati preko noči pri sobni T. Nato smo jo prenesli v 
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lij ločnik, dodali DKM (50 mL) ter spirali z vodo (2 x 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(30 mL). Združene organske faze smo sušili z dodatkom Na2SO4. Sušilno sredstvo smo 
odfiltrirali in DKM odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobili smo produkt 
11, ki smo ga uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
 
Molekulska masa 173,57 g/mol 
 
Izkoristek 85 % 
Izgled Rahlo rumeno olje 
TLC (Rf) Rf (DKM/MeOH = 9/1, V/V) = 0,67 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,07 – 7,13 (m, 2H, Ar-H), 7,80 (s, 1H, OH), 7,82 – 
7,87 (m, 2H, Ar-H)  
 
4.2.3 Sinteza 5-amino-3-(4-fluorofenil)izoksazol-4-karboksamida (12) 
Iz koščkov natrija (1,09 g, 47,6 mmol) in absolutnem (abs.) EtOH (150 mL) smo pripravili 
svežo raztopino NaOEt v abs. EtOH, bučko pa smo opremili z zračnim hladilnikom in 
klorkalcijevo cevko. V drugo bučko smo natehtali 2-cianoacetamid (4,0 g, 47,6 mmol) in 
dodali abs. EtOH (50 mL). Postavili smo jo na oljno kopel na magnetnem mešalu in 
opremili z vodnim povratnim hladilnikom ter segreli do 50 °C. Nato smo vanjo s pomočjo 
kapalnika po kapljicah dodajali sveže pripravljeno raztopino NaOEt v abs. EtOH. 
Suspenzijo smo ohladili na ledeni kopeli in s pomočjo kapalnika vanjo po kapljicah dodali 
še spojino 11 (8,27 g, 47,6 mmol) v abs. EtOH (100 mL). Bučko z reakcijsko zmesjo smo 
nato znova postavili na oljno kopel in jo opremili z vodnim povratnim hladilnikom ter jo 
preko noči pustili mešati pri Trefluksa. Naslednji dan smo EtOH odstranili z odparevanjem 
pod znižanim tlakom, spirali z vodo, na koncu pa oborino prekristalizirali iz MeOH. 
Raztopino v MeOH smo nato pustili še en teden stati v hladilniku, da je izpadla oborina. 




Molekulska masa 221,19 g/mol 
 
Izkoristek 29 % 
Izgled Bledo oranžna  trdna snov 
(Ttal = 176 – 178 °C) 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,32 – 7,39 (m, 2H, Ar-H), 7,57 – 7,64 (m, 2H, Ar-
H), 7,66 (rs, 2H, CONH2), 2H iz NH2 sta izmenjana 
 
4.2.4 Sinteza 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (13) 
V bučko smo natehtali spojino 12 (1,79 g, 8,09 mmol) in s pipeto dodali trietil ortoformat 
(1,34 mL, 8,06 mmol) ter Ac2O (15 mL). Bučko z reakcijsko zmesjo smo postavili na oljno 
kopel na magnetnem mešalu in jo opremili z vodnim povratnim hladilnikom ter jo preko 
noči pustili mešati pri Trefluksa (~ 100 °C). Zjutraj smo bučko z reakcijsko zmesjo postavili 
na ledeno kopel na magnetnem mešalu in jo ohladili na 0 °C. Oborino smo nato odnučali, 
spirali z vodo in posušili na zraku. Dobili smo produkt 13, ki smo ga uporabili v naslednji 








Molekulska masa 231,19 g/mol 
 
Izkoristek 76 % 
Izgled Bledo rumena trdna snov 
(Ttal = 227 – 230 °C) 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,20 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,40 – 7,46 (m, 2H, Ar-H), 8,35 – 8,40 (m, 2H, Ar-
H), 8,46 (s, 1H, Ar-H), 13,19 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 100,23; 115,98 (d, JC-F = 22,0 Hz); 123,78 (d, JC-F = 
3,2 Hz); 131,04 (d, JC-F = 8,8 Hz); 152,61; 157,75; 158,28; 
163,73 (d, JC-F = 248,9 Hz); 176,15 
MS (ESI-) m/z izračunana za [C11H5FN3O2-] [M-H]-: 230,04; izmerjena 
230,20 
 
4.3 Splošni postopek N - alkiliranja 
V 50 mL bučko smo natehtali spojino 13 in jo postavili na ledeno kopel na magnetnem 
mešalu. Pri 0 °C smo vanjo v brezvodnih pogojih (v argonovi atmosferi) postopoma dodali 
brezvodni CH3CN (20 mL), NaH in za konico spatule BTEAC (10 mol %). Nastalo 
suspenzijo smo pustili mešati 15 min pri sobni T. Nato smo v brezvodnih pogojih dodali še 
KI, spojine 1 – 9 ter reakcijsko zmes v brezvodnih pogojih (v argonovi atmosferi) pustili 
mešati preko noči pri sobni T. Naslednji dan smo reakcijsko zmes prenesli v lij ločnik, 
ekstrahirali z EtOAc (30 ml) in vodo (3 x 20 mL). Združene organske faze smo spirali z 
vodo in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Organsko fazo smo nato sušili z dodatkom 
Na2SO4, dokler slednji ni postal sipek. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali, filtrat prenesli v 
bučko, dodali žličko silikagela in EtOAc odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. 
Dobljeno sipko zmes smo čistili s kolonsko kromatografijo z uporabo ustrezne MF. 
Frakcije, kjer se je nahajal naš produkt, smo združili in MF odstranili z odparevanjem pod 







Sintezo in izolacije spojine 14 smo izvedli iz spojine 13 (231 mg, 1,0 mmol), NaH (48 mg, 






Izkoristek 12 % 
Izgled Bela amorfna snov 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/DKM = 1/1, V/V) = 0,54 
Tališče Ttališča = 210 – 215 °C  
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 5,15 (s, 2H, CH2), 7,42 – 7,53 (m, 3H, Ar-H), 7,55 – 7,63 
(m, 2H, Ar-H), 7,68 (dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 7,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,80 (d, 
J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,95 – 7,97 (m, 1H, Ar-H), 8,17 (d, J = 8,1 
Hz, 1H, Ar-H), 8,33 – 8,40 (m, 2H, Ar-H), 8,87 (s, 1H, Ar-H), 10,48 
(s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 49,12; 99,48; 116,05 (d, J = 21,9 Hz); 121,62; 122,69; 
123,51 (d, J = 3,0 Hz); 125,61;  125,75; 126,05; 126,23; (127,63; 
128,23; 131,11 (d, J = 8,8 Hz); 132,81; 133,74; 155,71; 156,69; 
158,41; 163,80 (d, J = 249,4 Hz); 165,75; 175,54 
HRMS (ESI+) m/z izračunana za [C23H16O3N4F] [M+H]+: 415,1212; izmerjena 
415,1191 






Sintezo in izolacije spojine 15 smo izvedli iz spojine 13 (231 mg, 1,0 mmol), NaH (48 mg, 







Izkoristek 63 % 
Izgled Bela amorfna snov 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/DKM = 1/2, V/V) = 0,50 
Tališče Ttališča = 180 – 184 °C  
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 5,02 (s, 2H, CH2), 7,37 – 7,44 (m, 3H, Ar-H), 7,47 (ddd, J1 = 
8,2 Hz, J2 = 6,9 Hz, J3 = 1,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,59 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 
2,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,80 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,85 (d, J = 8,1 Hz, 
1H, Ar-H), 7,90 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,26 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-
H), 8,30 – 8,38 (m, 2H, Ar-H), 8,83 (s, 1H, Ar-H), 10,73 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 49,31; 99,47; 115,51; 116,02 (JC-F = 22,0 Hz); 119,72; 123,49 
(JC-F = 3,0 Hz); 124,93; 126,64; 127,42; 127,57; 128,72; 129,99; 131,14 
(JC-F = 8,8 Hz); 133,43; 136,09; 155,68; 156,66; 158,44; 163,83 (JC-F = 
249,3 Hz); 165,12; 175,57 
HRMS (ESI+) m/z izračunana za [C23H16O3N4F] [M+H]+: 415,1212; izmerjena 
415,1206 




Sintezo in izolacije spojine 16 smo izvedli iz spojine 13 (231 mg, 1,0 mmol), NaH (48 mg, 





Molekulska masa 442,42 g/mol 
 
Izkoristek 35 % 
Izgled Beli kristali 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/DKM = 10/7, V/V) = 0,20 
Tališče Ttališča = 234 – 238 °C  
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 3,17 (s, 3H, CH3), 5,00 (s, 2H, CH2), 7,38 – 7,45 (m, 2H, 
Ar-H), 7,79 – 7,84 (m, 2H, Ar-H), 7,87 – 7,92 (m, 2H, Ar-H), 8,29 – 
8,36 (m, 2H, Ar-H), 8,81 (s, 1H, Ar-H), 10,97 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 43,78; 49,35; 99,43; 116,02 (JC-F = 21,8 Hz); 119,05; 
123,43 (JC-F = 3,2 Hz); 128,45; 131,10 (JC-F = 8,9 Hz); 135,25; 
142,91; 155,59; 156,58; 158,40; 163,79 (JC-F = 249,2 Hz); 165,65; 
175,51 
HRMS (ESI+) m/z izračunana za [C20H16O5N4FS] [M+H]+: 443,0820; izmerjena 
443,0819 




Sintezo in izolacije spojine 17 smo izvedli iz spojine 13 (502 mg, 2,17 mmol), NaH (104 
mg, 2,6 mmol), KI (396 mg, 2,38 mmol) in spojine 4 (506 mg, 2,6 mmol) po splošnem 
postopku N-alkiliranja. 
Molekulska masa 389,35 g/mol 
 
Izkoristek 53 % 
Izgled Rumena amorfna snov 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 9/1, V/V) = 0,40 
Tališče Ttališča = nad 250 °C  
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6)  
δ (ppm) = 4,99 (s, 2H, CH2), 7,38 – 7,44 (m, 2H, Ar-H), 7,74 – 7,77 
(m, 2H, Ar-H), 7,80 – 7,83 (m, 2H, Ar-H), 8,29 – 8,35 (m, 2H, Ar-
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H), 8,80 (s, 1H, Ar-H), 10,95 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 49,32; 99,38; 105,57; 115,99 (d, JC-F = 21,9 Hz); 118,89; 
119,21; 123,40 (d, JC-F = 3,1 Hz); 131,08 (d, JC-F = 8,8 Hz); 133,50; 
142,57; 155,55; 156,52; 158,37; 163,76 (d, JC-F = 249,2 Hz); 165,63; 
175,47 
HRMS (ESI-) m/z izračunana za [C20H11O3N5F] [M-H]-: 388,0851; izmerjena 
388,0846 




V 50 mL bučko smo natehtali spojino 17 (318 mg, 0,82 mmol), dodali NH4Cl (131 mg, 
2,45 mmol), NaN3 (159 mg, 2,45 mmol) in raztopili v brezvodnem DMF (15 mL) v 
argonovi atmosferi. Bučko z reakcijsko zmesjo smo 72 ur mešali na oljni kopeli na 
magnetnem mešalu pri 110 oC. Nato smo reakcijsko zmes ohladili na sobno T ter 
postopoma dodajali 1M HCl do nastanka oborine. Oborino smo odnučali, ker pa je produkt 
ostal še moker, smo dodali EtOH (cca 10 ml) in segrevali do vrenja. Bučko smo postavili v 







Izkoristek 80 % 
Izgled Rahlo rumena amorfna snov 
TLC (Rf) Rf (DKM/MeOH = 9/1, V/V) = 0 (lisa ostane na štartu, zato je potrebno 
uporabiti drugo mobilno fazo, da spojina potuje) 






δ (ppm) = 5,00 (s, 2H, CH2), 7,38 – 7,44 (m, 2H, Ar-H), 7,79 – 7,82 (m, 
2H, Ar-H), 7,99 – 8,03   (m, 2H, Ar-H), 8,30 – 8,35 (m, 2H, Ar-H), 8,82 (s, 




δ (ppm) = 49,31; 99,43; 116,04 (d, JC-F = 22,0 Hz); 119,51; 123,46 (d, JC-F 
= 2,9 Hz); 127,99; 131,13 (d, JC-F = 8,8 Hz); 141,01; 155,64; 156,60; 
158,42; 162,36; 163,80 (d, JC-F = 249,2 Hz); 165,33; 175,53 
HRMS 
(ESI-) 
m/z izračunana za [C20H12O3N8F] [M-H]-: 431,1022; izmerjena 431,1015 




Sintezo in izolacije spojine 19 smo izvedli iz spojine 13 (185 mg, 0,8 mmol), NaH (40 mg, 






Izkoristek 15 % 
Izgled Bledo rumeni trdni kristali 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/DKM = 1/2, V/V) = 0,30 
Tališče Ttališča = 237 – 239 °C 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 4,98 (s, 2H, CH2), 7,38 – 7,45 (m, 2H, Ar-H), 7,61 (s, 1H, 
Ar-H), 7,71 (s, 4H, Ar-H), 8,30 – 8,38 (m, 2H, Ar-H), 8,42 (s, 1H, Ar-




δ (ppm) = 49,19; 99,39; 115,97 (d, JC-F = 22,0 Hz); 119,45; 121,25; 
122,83; 123,43 (d, JC-F = 3,1 Hz); 124,91; 131,08 (d, JC-F = 9,0 Hz); 
138,70; 150,33; 151,50; 155,60; 156,55; 158,37; 163,76 (d, JC-F = 249,1 
Hz); 164,95; 175,49 
HRMS (ESI+) m/z izračunana za [C22H15O4N5F] [M+H]+: 432,1114; izmerjena 
432,1113 






Sintezo in izolacije spojine 20 smo izvedli iz spojine 13 (462 mg, 2,0 mmol), NaH (96 mg, 






Izkoristek 39 % 
Izgled Rumena amorfna snov 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/DKM = 10/7, V/V) = 0,40 
Tališče Ttališča = 200 – 203 °C 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 5,02 (s, 2H, CH2), 7,38 – 7,47 (m, 2H, Ar-H), 7,80 – 7,86 
(m, 2H, Ar-H), 8,23 – 8,28 (m, 2H, Ar-H), 8,29 – 8,36 (m, 2H, Ar-H), 
8,81 (s, 1H, Ar-H), 11,14 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 49,46; 99,46; 116,06 (JC-F = 22,5 Hz); 119,03; 123,43; 
125,22; 131,14 (JC-F = 8,6 Hz); 142,66; 144,53; 155,59; 156,60; 
163,52; 163,84 (JC-F = 248,5 Hz); 165,90; 175,54 
HRMS (ESI+) m/z izračunana za [C19H13O5N5F] [M+H]+: 410,0895; izmerjena 
410,0894 
HPLC tR = 9,180 min; 98,2 % čistost 
 
4.3.7.1 Redukcija nitro derivata in nastanek N-(4-aminofenil)-2-(3-(4-fluorofenil)-4-
oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)acetamida (21) 
Sintezo in izolacijo spojin smo izvedli iz spojine 20 po treh različnih postopkih: 
1.postopek: v bučko smo natehtali spojino 20 (100 mg, 0,244  mmol) in Fe (70 mg). Nato 
smo zmes raztopili v DKM (10 mL) in acetonu (10 mL) ter v bučki mešali na oljni kopeli 
pri 50 oC. Po približno 2 h reakcija še ni potekla, zato smo pri 80 oC mešali še dodatni 2 h. 
Produkt smo nato odnučali in matičnico odparevali pod znižanim tlakom. Bučko smo čez 
noč pustili na sobni T, da je topilo do konca izhlapelo. 
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2.postopek: v bučko smo natehtali spojino 20 (100 mg, 0,244  mmol) in Zn (80 mg). Nato 
smo zmes raztopili v etru (15 mL), dodali DKM (10 mL) in aceton (10 mL) ter v bučki 
mešali na oljni kopeli pri 50 oC približno 4 h. Produkt smo nato odnučali in matičnico 
odparevali pod znižanim tlakom. Bučko smo čez noč pustili na sobni T, da je topilo do 
konca izhlapelo. 
3.postopek: v bučko smo natehtali spojino 20 (100 mg, 0,244  mmol) in Pd/C (50 mg), ki 
smo ga predhodno namočili v vodo. Bučko smo prepihali z argonom in s tem zagotovili 
brezvodne pogoje. Nato smo dodali brezvodni MeOH (20 mL) in pustili mešati pri sobni T. 
V nastalo raztopino smo nato počasi uvajali H2. Bučko smo pustili mešati čez noč pri sobni 
T, nato dodali DKM (10 mL) in MeOH (10 mL) ter produkt odnučali. Matičnico smo 
odparevali pod znižanim tlakom in bučko pustili čez noč na sobni T, da je topilo do konca 
izhlapelo. 





Izkoristek 12 % 
Izgled Rahlo rjava trdna snov 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/DKM = 10/7, V/V) = 0,14 
Tališče Ttališča = nad 270 °C 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 4,87 (s, 2H, NH2), 4,92 (s, 2H, CH2), 6,48 – 6,52 (m, 2H, 
Ar-H), 7,19 – 7,22 (m, 2H, Ar-H), 7,39 – 7,44 (m, 2H, Ar-H), 8,31 – 
8,36 (m, 2H, Ar-H), 8,77 (s, 1H, Ar-H), 10,06 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 48,91; 99,38; 113,87; 116,02 (d, JC-F = 21,8 Hz); 120,78; 
123,50 (d, JC-F = 2,8 Hz); 127,56; 131,12 (d, JC-F = 8,8 Hz); 145,19; 
155,71; 156,58; 158,40; 163,57; 163,77 (d, JC-F = 249,6 Hz); 175,50 
HRMS (ESI+) m/z izračunana za [C19H15O3N5F] [M+H]+: 380,1153; izmerjena 
380,1148 






Sintezo in izolacije spojine 22 smo izvedli iz spojine 13 (462 mg, 2,0 mmol), NaH (96 mg, 
2,4 mmol), KI (366 mg, 2,2 mmol) in spojine 7 (450 mg, 2,4 mmol) po splošnem postopku 
N-alkiliranja. Oborino smo odnučali, ker pa je produkt ostal še moker, smo dodali MeOH 
(25 mL) in segreli do vrenja. Bučko smo postavili v zmrzovalnik, kjer je izpadla je 





Izkoristek 13 % 
Izgled Bela amorfna snov 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/DKM = 10/7, V/V) = 0,50 
Tališče Ttališča = 206 – 209 °C 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 4,94 (s, 2H, CH2); 7,14 – 7,20 (m, 2H, Ar-H); 7,38 – 7,44 
(m, 2H, Ar-H); 7,57 – 7,62 (m, 2H, Ar-H); 8,30 – 8,35 (m, 2H, Ar-H); 
8,79 (s, 1H, Ar-H); 10,56 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 49,06; 99,38; 115,53 (d, JC-F = 22,3 Hz); 115,99 (d, JC-F = 
21,9 Hz); 120,89 (d, JC-F = 7,9 Hz); 123,44 (d, JC-F = 3,1 Hz); 131,09 
(d, JC-F = 8,9 Hz); 134,85 (d, JC-F = 2,6 Hz); 155,62; 156,55; 158,20 (d, 
JC-F = 240,1 Hz); 158,38; 163,75 (d, JC-F = 249,1 Hz); 164,67; 175,48 
HRMS (ESI+) m/z izračunana za [C19H13O3N4F2] [M+H]+: 383,0950; izmerjena 
383,0945 




Sintezo in izolacije spojine 23 smo izvedli iz spojine 13 (231 mg, 1,0 mmol), NaH (48 mg, 
1,2 mmol), KI (183 mg, 1,1 mmol) in spojine 8 (223 mg, 1,2 mmol) po splošnem postopku 
N-alkiliranja. Frakcije, kjer se je nahajal naš produkt, smo združili, odparili topilo, dodali 
MeOH ter segrevali do vretja. Nato smo dodali še petroleter ter določen del zmesi topil 
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odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Izpadlo je nekaj oborine, ki smo jo nato 





Izkoristek 30 % 
Izgled Beli kristali 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/DKM = 1/2, V/V) = 0,20 
Tališče Ttališča = 215 – 218 °C 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 4,88 (s, 2H, CH2), 6,67 – 6,71 (m, 2H, Ar-H), 7,32 – 7,36 (m, 
2H, Ar-H), 7,37 – 7,43 (m, 2H, Ar-H), 8,29– 8,34 (m, 2H, Ar-H), 8,77 
(s, 1H, Ar-H), 9,26 (s, 1H, OH), 10,23 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 48,99; 99,40; 115,25; 116,04 (d, JC-F = 21,9 Hz); 120,85; 
123,49 (d, JC-F = 3,0 Hz); 130,14; 131,13 (d, JC-F = 8,8 Hz); 153,65; 
155,70; 156,59; 158,42; 163,79 (d, JC-F = 248,9 Hz); 163,98; 175,51 
HRMS (ESI+) m/z izračunana za [C19H14O4N4F] [M+H]+: 381,0994; izmerjena 
381,0986 




Sintezo in izolacije spojine 24 smo izvedli iz spojine 13 (231 mg, 1,0 mmol), NaH (48 mg, 
1,2 mmol), KI (183 mg, 1,1 mmol) in spojine 9 (254 mg, 1,2 mmol) po splošnem postopku 
N-alkiliranja. Frakcije, kjer se je nahajal naš produkt smo združili, odparili topilo, dodali 
MeOH in segrevali do vretja, postopoma ohladili ter nato odnučali. Matičnici smo nato 
odstranili MeOH pri znižanem tlaku, zaostanek pa očistili s kolonsko kromatografijo, da 










Izkoristek 11 % 
Izgled Beli igličasti kristali 
TLC (Rf) Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,20 
Tališče Ttališča = 198 – 202 °C 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 1,17 (d, J = 6,9 Hz, 6H, 2 x CH3), 2,83 (q, J = 6,9 Hz, 1H, 
CH), 4,94 (s, 2H, CH2), 7,17 – 7,21 (m, 2H, Ar-H), 7,38 – 7,44 (m, 2H, 
Ar-H), 7,47 – 7,51 (m, 2H, Ar-H), 8,30 – 8,35 (m, 2H, Ar-H), 8,80 (s, 
1H, Ar-H), 10,48 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 23,95; 32,88; 49,11; 99,40; 116,02 (d, JC-F = 21,9 Hz); 
119,19; 123,48 (d, JC-F = 3,1 Hz); 126,64; 131,12 (d, JC-F = 8,8 Hz); 
136,27; 143,78; 155,68; 156,58; 158,40; 163,78 (d, JC-F = 249,1 Hz); 
164,51; 175,51 
HRMS (ESI+) m/z izračunana za [C22H20O3N4F] [M+H]+: 407,1514; izmerjena 
407,1507 





5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR IN RAZLAGA SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1 Sinteza spojin 1 – 9 (N-aciliranje s kloroacetilkloridom) 
V prvi stopnji sinteze smo izvedli reakcijo N-aciliranja oziroma nukleofilno substitucijo na 
sp2 hibridiziranem C-atomu kloroacetilklorida s primarnim aminom (15). Kloroacetilklorid 
je primer kislinskega klorida, uporabljamo ga za sintezo estrov in amidov. Pri reakciji ga 
uporabimo v prebitku in s tem preprečimo nastanek stranskih produktov, dimerov in 
trimerov. Primarni amin, ki je naš izhodni reagent, raztopimo v ocetni kislini (CH3COOH). 
Po dodatku ocetne kisline se na aminu tvori sol, zmanjša se njegova nukleofilnost, s tem pa 
se vzpostavi ravnotežje med protonirano in neprotonirano obliko nukleofila. S tem 
zagotovimo selektivnost, saj reakcijo usmerja na močnejši elektrofil, sp2 hibridiziran C-
atom. Reakcija bi sicer lahko potekla tudi na sp3 hibridiziranem C-atomu 
kloroacetilklorida, pri tem pa bi nastal neželen stranski produkt. Reakcijo izvajamo pri 
znižani T (10 – 15 °C) in s tem prav tako zagotovimo njeno selektivnost ter usmerjanje na 
bolj reaktiven sp2 C-atom. Pri reakciji poleg produkta nastaja HCl, zato v reakcijsko zmes 
po 30 minutah mešanja dodamo bazo za nevtralizacijo- vodno raztopino natrijevega acetata  
(CH3COONa). Nastane puferski sistem (CH3COOH/CH3COONa), ki ohranja ustrezen pH 
zmesi. Če bi HCl reagirala s preostalim aminom, bi se tvorila sol in reakcija bi se ustavila 
(15). 
 




5.1.2 Sinteza spojine 13 
Sintezo spojine 13 smo izvedli v 4 stopnjah. 
V 1. stopnji smo izvedli reakcijo nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo in iz 
aromatskega aldehida sintetizirali ustrezen oksim. V bučko smo najprej natehtali sol 
hidroksilamina (NH2OH), ki je primarni amin, zaradi topnosti reagentov pa smo dodali 
ustrezno mešanico topil THF/EtOH/H2O, ustrezen aromatski aldehid ter pustili mešati 30 
minut pri sobni T. Najprej poteče nukleofilna adicija NH2OH na karbonilno skupino 
aldehida. Dušikovi nukleofili so boljši od kisikovih, zato poteče adicija nukleofilnega 
dušika NH2OH na elektrofilni C-atom aldehida (C=O). Sledi še eliminacija vode in 
nastanek ustreznega oksima. Z dodatkom mešanice topil zagotovimo nemoten potek 
reakcije in dobro topnost vseh reagentov (16, 17). 
 
Slika 9: Mehanizem nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo. Prirejeno po (18). 
V 2. stopnji smo izvedli reakcijo elektrofilne substitucije. V bučko smo natehtali oksim, ki 
smo ga sintetizirali v 1. stopnji, ga raztopili v brezvodnem DMF v argonovi atmosferi in 
postopoma dodajali reagent N-klorosukcinimid (NCS). NCS je klorirno in oksidacijsko 
sredstvo, uporablja se kot vir klora pri reakcijah. Poteče elektrofilna substitucija oksima, ki 
kot enolizabilen karbonil reagira z elektrofilnim atomom klora na NCS do nastanka 
ustreznega imidoil klorida. Reakcijo izvajamo v brezvodnih pogojih, v DMF, ki je polarno 
aprotično topilo in na kisikov atom nima vezanega vodikovega atoma. Voda je namreč 
boljši nukleofil od C-atoma oksima in bi lahko reagirala z NCS, nastala bi HCl in 
hidroksisukcinimid. Voda bi motila reakcijo, saj se kloridni atom ne bi zamenjal z 





Slika 10: Predlagani mehanizem nastanka imidoil klorida iz oksima. Prirejeno po (20). 
V 3. stopnji najprej iz koščkov natrija in absolutnega EtOH pripravimo raztopino NaOEt. 
V bučko natehtamo 2-cianoacetamid, raztopimo v abs. EtOH in mešamo na oljni kopeli pri 
50 oC. Postopoma dodajamo NaOEt, ki je močna baza in odcepi šibko kisli proton na (α) 
C-atomu 2-cianoacetamida. Zmes nato ohlajamo, postopoma dodamo še ustrezen imidoil 
klorid, ki smo ga sintetizirali v 2. stopnji in segrevamo preko noči. Nukleofilni C-atom 2-
cianoacetamida nato reagira s C-atomom ustreznega imidoil klorida. Poteče eliminacija 
kloridnega atoma, ki je dobro izstopajoča skupina. Reakcijo pustimo mešati pri temperaturi 
refluksa, dokler s ciklizacijo in tavtomerijo ne pride do nastanka ustreznega izoksazol-4-
karboksamida (14). Pomembna je odsotnost vode, saj bi le-ta lahko delovala kot boljši 
nukleofil, motila reakcijo, pri pripravi NaOEt pa bi lahko burno reagirala z natrijem. Pri 
tem bi nastala NaOH in H2, ki je močno eksploziven. 
 
Slika 11: Predlagani mehanizem nastanka izoksazol-4-karboksamida. Prirejeno po (14). 
V 4. stopnji smo izvedli reakcijo nukleofilne substitucije s sledečo eliminacijo. Najprej 
natehtamo ustrezen izoksazol-4-karboksamid, ki smo ga sintetizirali v 3. stopnji, dodamo 
trietil ortoformat, topilo acetanhidrid in segrevamo prek noči pri temperaturi refluksa. 
Nukleofilni dušik izoksazol-4-karboksamida reagira s centralnim elektrofilnim C-atomom 
trietil ortoformata, na katerega so vezane tri etoksi izstopajoče skupine. Poteče reakcija 
nukleofilne substitucije, odcepi se EtOH, nato pa sledi eliminacija še ene molekule EtOH. 
Cikliziran produkt nastane, ko amino skupina amida reagira z ogljikom imino etra. Nato 
sledi še eliminacija zadnje molekule EtOH. Po mehanizmu, ki ga prikazuje slika, dobimo 
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končni produkt 4 stopenjske sinteze. Reakcijo izvajamo pri visokih T in s tem olajšamo 
eliminacijo etanola (16, 21). 
 
Slika 12: Predlagani mehanizem nastanka spojine 13. Prirejeno po (21). 
5.1.3 Redukcija nitro derivata in nastanek 21 
Pri tej sintezi smo uporabili 3 različne postopke redukcije. Za sintezo dveh spojin smo 
izvedli redukcijo s kovinami. S kovinami (Fe in Zn v našem primeru) reduciramo 
predvsem nitro spojine do aminov in ketone do alkoholov.  
Za sintezo tretje spojine pa smo izvedli katalitsko hidrogeniranje, gre za redukcijo nitro 
skupine do amino skupine in sodi med najuporabnejše metode redukcije. Poteka v 
vodikovi atmosferi ob prisotnosti katalizatorja, ki je običajno dobro uprašena kovina (Pd, 
Pt, Ni). Pri sintezi naše spojine kot katalizator uporabimo Pd na trdnem mediju, fino 
uprašenem ogljiku. Gre za t.i. skeletne katalizatorje, njihova prednost so številne pore in 
posledično velika specifična površina, kamor se adsorbira vodik. Reakcijo izvajamo v 
brezvodnih pogojih, v nastalo raztopino pa počasi uvajamo vodik (15). 
5.1.4 Sinteza spojin 14 – 24 (N-alkiliranje) 
V zadnji stopnji sinteze končnih spojin smo izvedli reakcijo N-alkiliranja oziroma 
nukleofilno substitucijo. Reakcijo izvajamo v argonovi atmosferi (v brezvodnih pogojih) in 
postopoma dodamo brezvodni acetonitril. Zmes ohladimo na 0 °C, ker gre za eksotermno 
reakcijo. Pomemben je dodatek NaH, močne baze, ki najprej odcepi šibko kisli proton na 
dušiku izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. NaH poveča tudi jakost nukleofila in 
nevtralizira nastajajočo HCl. Za reakcijo so pomembni brezvodni pogoji, ker je voda 
močnejši nukleofil od dušika na izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onskem skeletu in bi 
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lahko reagirala z alkilirajočim reagentom do alkohola. Na nastalem N-nukleofilu po 
dodatku NaH nastane natrijeva sol, ki je slabše topna v zelo polarnem acetonitrilu. V 
nastalo zmes zato dodamo še BTEAC, katalizator faznega prehoda. Nastane amonijeva sol, 
ki je bolj topna v organskem topilu, hkrati pa BTEAC olajša potek alkiliranja sekundarnih 
amidov (15, 22). 
 




5.2 REZULTATI IN KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA, 
IZRAČUNA IC50 IN SIDRANJA V AKTIVNO MESTO ENCIMA 
Vsem končnim spojinam smo z biokemijskim testiranjem določili zaviralno delovanje na 
rekombinantni IDO1. Preglednica prikazuje rezultate rezidualne aktivnosti (RA) za vsako 
končno spojino in je podana v odstotkih. Spojinam z RA manjšo od 60 % smo določili še 
vrednost IC50. 
Naše končne spojine imajo v svoji strukturi konjugirane dvojne vezi v aromatskem 
sistemu, zato lahko avtofluorescirajo. Pomeni, da interferirajo z detekcijsko metodo, torej 
merjenjem fluorescence. Rezultati rezidualne aktivnosti encima in intenzitete fluorescence 
so posledično lažno višji. Slabost metode biokemijskega testiranja je torej v lažno višjih 
rezultatih RA encima, ker je le-ta obratno sorazmerna z zaviralnim delovanjem spojin. 
Preglednica II: Rezultati biokemijskega testiranja končnih spojin. 
Spojina Struktura spojine 












































86,9 ± 1,1 µM 
 
 
Iz rezultatov biokemijskega testiranja smo ugotovili, da 5 končnih spojin močneje zavira 
encim IDO1. Izmed 11 spojin smo kar 5 spojinam lahko izračunali vrednost IC50, saj je bila 
njihova RA ≤ 60 %. Najmočnejše zaviralno delovanje na encim imajo 3 spojine, najboljši 
zaviralec je spojina 21 z IC50 = 26,3 µM, sledita pa 19 z IC50 = 29,9 µM in 15 z IC50 = 45,5 
µM.  
 
Slika 14: Graf odvisnosti RA od logaritma koncentracije za spojino 21. 
Z namenom napovedi potencialnih interakcij z vezavnim mestom encima IDO1, smo z 
našim najmočnejšim zaviralcem 21 izvedli še njegovo sidranje v aktivno mesto encima 
(slika 15). Spojina 21 vsebuje strukturne dele, preko katerih se veže v aktivno mesto 
encima in se tako razlikuje od ostalih šibkejših zaviralcev. Amino skupina z vezavnim 
log(c) [µM] 







mestom lahko tvori močne vodikove vezi, aromatski del spojine pa z nepolarnimi 
aminokislinskimi ostanki tvori hidrofobne interakcije. 
 
Slika 15: Napoved vezave spojine 21 v aktivno mesto IDO1 s pomočjo programa Gold. 
Na sliki A smo s pomočjo programa PLIP predpostavili število interakcij med 
aminokislinskimi ostanki proteina in našo spojino. Na sliki 15 je v roza barvi označen 
encim IDO1 s hemom, poleg encima so prikazani aminokislinski ostanki, s katerimi 
spojina 21 lahko tvori interakcije. Z modro so označene vodikove vezi med spojino in 
aminokislinami Leu223, Gly251 in Ala253, s sivo so prikazane hidrofobne interakcije med 
spojino in aminokislinami Phe215, Leu223 in Thr357 ter koordinativna vez z železom 
(Fe2+) hema. 
Na sliki B so s pomočjo programa PoseView z zeleno prikazane hidrofobne interakcije, s 
črtkanimi črticami vodikove vezi in koordinativna vez z železom (Fe2+) hema. 
Izmed vseh sintetiziranih končnih spojin, ima 5 spojin pri koncentraciji 100 µM RA nižjo 
od 60 %, zato smo jim lahko določili in izračunali še vrednost IC50. Pri tem 3 spojine (15, 
19 in 21) močneje zavirajo encim, 2 spojini (20 in 24) pa šibkeje.  
Vseh pet spojin ima na amidni dušik vezan fenilni obroč, razlikujejo pa se v substituciji na 
mestu 4 (slika 16). Mesto 4 na fenilnem obroču je pri spojini 21 substituirano z amino 
skupino, pri spojini 19 z oksazolnim obročem, pri spojini 15 z benzenom, oba aromata 
skupaj pa tvorita naftalen. Spojina 24 je na 4 mestu fenilnega obroča substituirana z 
izopropilnim fragmentom, spojina 20 pa z nitro skupino. Oksazolni obroč ponuja možnost 
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dodatnih interakcij z vezavnim mestom, saj lahko tvori vodikove vezi, atom s prostim 
elektronskim parom (v tem primeru dušik) pa koordinacijsko vez z železovim ionom hema. 
Pri spojini 15 naftalen lahko ponuja dodatne hidrofobne interakcije. Nitro skupina, ki je 
elektronprivlačna, lahko tvori vodikove vezi, dodatno pa lahko tvori več Van der 
Waalsovih in dipolnih interakcij zaradi bolj polarizirane strukture. Izopropilni fragment pa 
ponuja možnost dodatnih Van der Waalsovih in hidrofobnih interakcij. 
 
 





V okviru naše magistrske naloge smo sintetizirali in vrednotili zaviralce encima IDO1. Gre 
za znotrajcelični encim, ki predstavlja potencialno tarčo za številne bolezni, vključno z 
rakom, kroničnimi okužbami, avtoimunskimi in alergijskimi sindromi. Zaviralci, ki ciljajo 
na encim IDO1, predstavljajo eno najmočnejših terapevtskih možnosti za zaviranje rasti 
tumorja. 
Pri načrtovanju in sintezi zaviralcev IDO1 smo izhajali iz strukture že znanega zaviralca z 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onskim osnovnim skeletom. Sintetizirali smo 11 končnih 
spojin in jim z biokemijskim testiranjem ovrednotili zaviralno delovanje na encimu IDO1. 
Določili smo jim tudi rezidualno aktivnost in ugotovili, da ima 5 končnih spojin močnejše 
zaviralno delovanje. Njihova RA je ≤ 60 %, zato smo jim lahko določili in izračunali še 
vrednost IC50. 
Najmočnejše zaviralno delovanje na encim imajo tri končne spojine, najmočnejši zaviralec 
pa je spojina 21 z IC50 = 26,3 µM. Amino skupina z vezavnim mestom lahko tvori močne 
vodikove vezi, aromatski del spojine pa z nepolarnimi aminokislinskimi ostanki tvori 
hidrofobne interakcije. Močno zaviralno delovanje imata tudi spojina 19 z IC50 = 29,9 µM 
in spojina 15 z IC50 = 45,5 µM. Omenjene tri spojine se med seboj razlikujejo v substituciji 
na mestu 4. Mesto 4 na fenilnem obroču je pri spojini 21 substituirano z amino skupino, pri 
spojini 19 z oksazolnim obročem, pri spojini 15 z benzenom, oba aromata skupaj pa tvorita 
naftalen. 
V okviru eksperimentalnega dela smo z modifikacijami na mestu 5 na izoksazolo[5,4-
d]pirimidin-4(5H)-onskem skeletu odkrili nove zaviralce encima IDO1. Sintetizirali smo 
nov zaviralec N-(4-aminofenil)-2-(3-(4-fluorofenil)-4-oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-
5(4H)-il)acetamid (21) z močnejšim zaviralnim delovanjem glede na ostale dobljene 
spojine. Izkoristki sintetizirane spojine so pri določenih stopnjah sinteze precej nizki 
(sinteza nitro derivata: 39 %, sinteza amino derivata: 12 %), zato bi bilo v nadaljnjih 
postopkih potrebno optimizirati sintezni postopek. Zaviralno delovanje same spojine pa 
preveriti še s kakšno drugo metodo detekcije, npr. merjenjem absorbance.  
Povzamemo lahko, da spojina 21 predstavlja pomembno izhodišče za nadaljnje 
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